Document made available under the 
Patent Cooperation Treaty (PCT) 



International application number: PCT/FR05/000713 
International filinu date: 25 March 2005 (25.03.2005) 



Document type: Certified copy of priority document 

Document details: Country/Office: FR 

Number: 0406404 

Filing date: 14 June 2004 (14.06.2004) 



Date of receipt at the International Bureau: 13 June 2005 (13.06.2005) 

Remark: Priority document submitted or transmitted to the International Bureau in 
compliance with Rule 17.1(a) or (b) 




World Intellectual Property Organization (WIPO) - Geneva, Switzerland 
Organisation Mondiale de la Propriete Intellectuelle (OiMPI) - Geneve, Suisse 




R £ P U B I 1 Q U £ F fl 4 H 



^R2005 /0 0 0 7 1 3 




iNsnniT 

NATIONAL DC 
LA PHOPRIETE 
INDUSTRIELIC 



BREVET D' INVENTION 



CERTIFICAT D'UTILITE - CERTIFICAT D'ADDITION 



COPIE OFFIClELLE 



Le Directeur general de I'lnstitut national de la propriete 
industrielle certifie que le document ci-annexe est la copie 
certifiee conforme d'une demande de titre de propriete 

i . 4 

industrielle deposee a I'lnstitut. 



Fait a Paris, le 1 M^PI 



Pour le Directeur general de I'lnstitut 
national de la propriete industrielle 
Le Chef du Departement des brevets 




Martino PLANCHE 



J 




I N STITUT 
NATIONAL 0 E 
LA PROPRIETE 
INDUSTRIELLE 



SIEGE 

26 bis, ruo d» Salnl-PeUrtbourg 
75800 PARIS cede* 08 
TiKplione : 33 (0)1 53 04 53 04 
T6ldCopie : 33 (0)1 53 04 45 23 
www.inpl.fr 



DB 267/220104 



ETABLIS5EMENT PUBLIC NATIONAL CREE PAR LA LOI N* 61-444 DU 19 AVRIL 1961 



1er depot 





Mimn 
• <ji3>iv at 
tt r«tr>Hti 

lOIIRtllU 



rr 11354 '03 



25 bis, rue de Saint Pctersbourg - 75800 Paris Cedex 08 

Pour vous i nformer : INPI DIRECT 
(>MMm:7fcfi) 0 325 83 85 87") 

0.15 r 7TC/m« 

Telecopie : 33 (0)1 53 04 52 65 




MU 75 INPI PARIS 26Bis SP 

LIEU 

0403203 

N" O'ENREGISTREMEliT 
NATIONAL ATTRJBUt PAR L'lHPt 

DATE 0E DE>0T ATTftlBUEE 
PAR L'fNPI 



2 9 fiARS 2004 



[BREVET D'BNVEWTBQW 

CERTIFICAT D'UTILITE 

Code de la propriete intellect ueile - Uvre V! 

REQUETE EM DELIVRAMCE 

page 1/2 

jet imprime est a remplir lisiblement a I'encre noi re oa £<o e v# / 030103 
NOM ET ADRESSE DU DEMANDEUR OU DU MANDATAIRE 
A QUI LA CORRESPONDANCE DOIT ETRE ADRESSEE 

Monsieur Andre BOURGOUIN 
IPSEN - S.C.R.A.S. 
Direction de la Propriete Intellectuelle 
24 rue Erlanger 
75781 PARIS CEDEX 16 



Vos references pour ce dossier 

(JacultmiJ) RS 343 FR - AB/CG 



Confirmation d'un depot par telecopie 



NATURE DE LA DEMANDE 



Demande de brevet 



Demande de certificat d'utllite 



Demande divisionnaire 

Dutmmda de brevet initiate 

on dentando de certificat d'tttilite in Hi ale 

Transformation d'une demande de 
brevet europeen Demand* de bwuel initiate 



□ N° attribue par I'lNPI a la telecopie 



Cochez Tune des 4 cases suiva rites 



□ 



□ 
N° 

□ 

N 3 



TITRE DE [.'INVENTION (200 caracteres ou espaces maximum) 



Date 
Date 



111' L-JL-J-U 



Date I . I i I 



Nouvelle application therapeutique d'un derive de la phenothiazine 



E2 DECLARATION DE PRIORITE 
OU REQUETE DU BENEFICE DE 
LA DATE DE DEPOT D'UNE 
DEMANDE ANTERIEURE FRANQAISE 



DEMANDEUR (Cochez l v une des 2 cases) 



Norn 

on denomination sociale 
Prenoms 



Pays ou organisation 
Date L_i_J L 1 . 1 I 

Pays ou organisation 

Date ill I 1 1 1 1 



Pays ou organisation 
Date" 111' I i 



N' 



N« 



□ S'il y a d'autres prlorites, cochez la case ot utlllscz rimprim e «Suite» 

Q Personnc physique 



[x] Personne morale 



<•<! < 



Forme juridique 
N° SIREN 



Code APE-NAF 

Domicile 
ou 

siege 



Rue 



Code postal et ville 



Pays 
Nationality 

N° de telephone (jhudtutij) 



Adresse electron ique (fiictdtati/) 



SOCIETE DE CONSEILS DE RECHERCHES ET DUPLICATIONS 
SCIENTIFIQUES (S.C.R.A.S.) 



Societe£ar Actions Simplifiee 

LAAAJ 



42 rue du Docteur Blanche 



■ « WW -» to . 



\7 .5.0, 1 ,6 I PARIS 

FRANCE 

Franqaise 

01 44 30 43 43 



-_jjl_ de tele copie (favu ltatiQ 01 44 30 43 21 



S 'H y a plus d'un demandeur, cochez la case et utilfsez r imprime »Su>te» 



Remolir impgjgWmj^ijj?'™ 



1er depot 



INPI 



l * m«<*ciicit 



BKEVET D'INVENTION 
GERTIFIGAT D'UTILITE 

REQUITE EM DELiVRAMCE 

page 2/2 




sJ» riNPi 



nATE 75 INPI PARIS 26Bis SP 

LIEU 



0403203 



H ft DENREG151REMENT 
HAHDHAl ATTRIBUE FAR LIHPf 



Nom 
Prenom 

Cabinet ou Societe 



BOURGOUIN 
Andre 



N 3 de pouvoir permanent et/ou 
de lien contractuel 



BEAUFOUR IPSEN - S.C.R.A.S. 
Direction de la Propriete Intellectuelle 

PG 12525 



Adresse 



Rue 



24 rue Erlanger 



Code postal et ville 



17 ;5 7 8 1 I PARIS CEDEX 16 



Pays 



N° de telephone (famifattfj 
N~° de telecopie (/aw/Wif) 



FRANCE 

01 44 96 idio 



Adresse electronique (fttaiftoltf) 



01 44 9613 _42 
andre,bourgouin@ipsen.com 



INVENTEUR (3) 



Les inventeurs sont necessairement ties personnel physiques 



Les demandeurs et les inventeurs 
sont les memes personncs 



□ Out 

[3 Won : Dans ce cas remplir le formulaire de Designation d'mvente»r(s) 



rapport de Secherche 



| Uniquement pour uhe demande tie brevet (y compris division rf^nsjg^jW 



Etablissement immediat m 
on etablissement differe | \Z. 



Paiement echelonne de la rcdevancc 

fen (fcttx wnseahMttJ 



Unlquement pour les personnes physiques effectuant elles-memes leur propre depot 
□ Oui 
El Non 



REDUCTION DU TAUX 
DES REDEVANCES 



Uniquement pour les personnes physiques 

| | R C qu|se pour la premiere fois pour cette invention fl&totfoiM«;*ix&mN-mfmMm) 
□ Obtenue anterieurement a ce depot pour cette invention (jo/ih/tv .v.w copf'e <fo /<? 



23 SEQUENCES DE NUCLEOTIDES 
ET/OU D'ACIDES AMINES 



Le support electronique de donnees est joint 

La declaration de conformite de la liste de 
sequences sur support papier avec le 
support electronique de donnees est jointe 



Si vous avez utilise I'imprime «Suite», 
indiquez le nombre de pages jointes 



| | Cochez la case si la description contient une liste de sequences 



Q3 SIGNATURE DU DEMANDEUR 
OU DU R1ANDATAIRE 
(Worn et qualite du signataire) 




A. BOURGOUIN, Mandataire 



VISA DE LA PREFECTURE 
OU DE L'INPI 




la loi n'78-17 du 6 ianvier 1978 relative a IMnformatique. aux tichiers et a.ix liberies s'applique aux reponses faites a ce formulaire. 
Elle garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concornant auprfes de I INPI. 



1 er depot 



Nouvelle application therapeutique 
d'un derive de la pheuothinzine 



La presente invention concerne Utilisation d'un derive de la phenothiazine presentant 
une activite inhibitrice des calpaines et line activite piegeuse des formes reactives de 
I'oxygene (ROS pour "reactive oxygen species") pour la preparation d'un medicament 
destine a prevenir et/ou traiter la perte d'audition. L'invention concerne egalement un 
produit comprenant au moins un tel compose et une composition pharmaceutique le 
contenant. 

Parmi les nombreuses causes de la perte d'audition, on peut notamment citer les 
maladies telles que meningite ou otite, les causes d'ordre genetique, les blessures, !es 
tumeurs, les diogi.es, l 'administration de medicaments tels que certains antibiotiques, 
anticancereux, agents anti-inflammatoires non steroidicns, diuretiques, ulcereux ou 
anticonvulsants, l'exposition prolongee aux solvants organiques aromatiques tels que 
toluene ou xylene, le vieillissement et l'exposition au bruit. La presbyacousie (surdite 
liee au vieillissement) et l'exposition prolongee au bruit sont les deux principals causes 
de la perte d'audition. 

Le bruit qui nous entoure abaisse notre audition. La perte d'audition due au bruit le 
produit lorsque les cellules ciliees qui transmeltent le son vers Toreille interne sont 
endommagees et ne peuvent plus ordonner au nerf auditif d'envoyer des impulsions 
elect.iques vers le cerveau. 

L'intensite du son et la duree d'exposition sont les deux principaux facteurs influen 9 ant 
la perte d'audition. Bien que la reaction a l'exposition au bruit varie d'une personne a 
I" autre, quelques faits peuvent etre rapportes avec certitude. Des recherches ont 
demontre que l'exposition prolongee a 85 decibels (dB) ou plus provoquera, au fii du 
temps, une perte d'audition permanente. 

Les statistiques Europeennes et Nord-Americaines montrent que 8 a 1 0 % de la 
population est atteinte de pathologies de la cochlee (surdites, acouphenes). Comple tenu 
des niveaux sonores emis dans les discotlieques, concerts techno et aut.es baladeurs 
loute une generation de sounds ou d'acoupheniques est en train de se constiluer. Ainsi les' 
problemes lies a l'age (presbyacousie) qui debutent aujourd'hui vers 60 ans, pourraient 
debuter bien plus t6t c'est-a-dire vers 35-40 ans. 

Le probleme des pathologies auditives est qu'elles resuhent en grande majorite de la 
perte des cellules sensorielles et nerveuses de 1'oreille interne (ou cochlee). Et ces 
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cellules, au-del& d'une phase de d£veloppement pour I'essentiel intra-uterme, n'oni pas 
la capacite de se renouveler apres leur dernier stade de differenciation. 

La perte progressive du capita] sensitif et nerveux de l'oreille iiee a differentes 
pathologies cochleaires semble, encore auj our d Mini, hors de portee de Lout iraitement. 

5 L'invention a done pour objet ^utilisation d'un deriv£ heterocyclique repondant a la 
formule (I) 




sous forme de diastereoisom&res ou toutes combinaisons de ces formes, 

dans laquelle R represente l'atome d'hydrogene, un radical (C|-C 6 )allcyle, arylalkyle ou 
10 -C(0)R' dans lequel R' represente un radical heterocycloalkyle, 'alkyle, aryle ou 
aralkyle ; 

les radicaux alkyle, aryle ou heterocycloalkyle etant eventuellement substitutes par 
un ou plusieurs substituants identiques ou differents choisis parmi : alkyle, 
hydroxy, (C r C 6 )alkoxy > nitro, cyano, halogSne ou -NR}R 2 ; 

15 R, et R 2 reprSsentent, independamment, un atome d'hydrogene ou un radical 

alkvle ou bien Ri et R 2 forment ensemble avec l'atome d'azote auquel ils sont 
rattaches un h£terocycle eventuellement subsiitue, 

pour la preparation d'un medicament destine a prevenir et/ou traiter la perte d'audition. 

Dans la presente demande, il faut comprendre par "traumatisrae" un ensemble de lesions 
20 locales int6ressant les tissus et les organes, provoque par un agent ext6rieur. Dans le cas 
d'un traumatisme acoustiqne, P agent exterieur est principalement le bruit. 

Par (C|-C6)alkyle, on entend un radical alkyle lineaire ou ramifie comptant de 1 a 
6 atonies de carbone comme, par exemple, les radicaux methyle, ethyle, propyle, 
isopropyle, butyle, isobutyle, sec-butyle et tert-butyle, peiityle. neopentyle, isopeatyle, 
25 hexyle, isohexyle. Les radicaux (Ci-C 6 )alkoxy peuvent correspondie aux radicaux alkyle 
indiques ci-dessus comme par exemple les radicaux methoxy, ethoxy : propyloxy ou 
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isopropyloxy mais egalement butoxy Iineaire, secondaire ou terliaire. Par halogene, on 
entend les atomes de fluor, de chlore, de brome ou d'iode. 

Par aryle, on entend un systeme carbocyclique ou heterocyclique comprenant au moius 
un cycle aromatique, un systeme etant dit heterocyclique lorsque Km au moins des 
cycles qui le composent comporte un heteroatorae (O, N ou S). Comme exemple de 
radical aryle carbocyclique, on pent citer phenyle ou naphtyle. Comme exemple de 
radical aryle heterocyclique (ou heteroaryle), on peut citer diienyle, furyle, pyrrolyle, 
imidazolyle : pyrazolyle, isothiazolyle, thiazolyle, isoxazolyle, oxazolyle, pyridyle, 
pyrazinyle, pyrimidyle, benzothienyle, benzofuryle et indolyle. 

Le terme heterocycle (ou heterocycloalkyle), represente de preference un heterocycle 
mono ou bicyclique, sature ou insature, comportant de 1 a 5 heteroatomes chojsis parmi 
O, S, N. L'atome d'azote peut eventuellement etre substitue par un radical choisi parmi : 
alkyle, aryle, aralkyle et alkylcarbonyle. Comme exemple d'heterocycle sature, on pent 
citer: t&rahydrofuranne, tdtrahydropyranne, oxetane, oxepane, tetrahydrcthiophene, 
tetrahydrothiopyranne, thietane, pyrrolidine, piperidine, azetidine, 1,3-dioxanne, 
1,3-dioxolanne, 1,3-dithiolanne, 1,3-dithianne, 1,3-oxathiolanne, 1 ,3-oxazoiidiri'e! 
1,3 -imidazoline ou 1,3-thiazoIidine. Comme exemple d'heterocycle insature. on peut 
citer: dihydrothiophene, dihydrofurane, dihydropyrrole, dihydroimidazole, 
dihydropyrazole, dihydropyridine, indoline. 

■ 

Les radicaux arylalkyles (ou aralkyles) designent les radicaux dans lesquels 
respectivement les radicaux aryle et alkyle sont tels que defmis ci-dessus comme par 
exemple benzyle, phenethyle ou naphtyimethyle. 

Dans le cas du radical de formule -NR,R 2 ou R, et R 2 ferment ensemble avec l'atome 
d'azote auquel ils sont rattaches un heterocycle eventuellement substitue, 1'heterocycle 
est de preference sature* et comprend de 4 a 7 chalnons et de 1 a 3 heteroatomes incluant 
l'atome d'azote deja present, les heteroatomes supplementally etant choisis 
independamment dans le groupe constitue des atomes O, N et S. Ledit heterocycle peut 
etre, par exemple, le cycle azetidine, pyrrolidine, piperidine, piperazine, morpholine ou 
thiomorpholine. Ledit heterocycle peut etre substitue par un ou plusieurs substituants 
identiques ou differents choisis parmi le groupe hydroxy, un radical alkyle, aryle. 
aralkyle ou alkoxy ou un atome d'halogene. 

LMnvention a plus particulierement pour objet une utilisation telle que deiinie ci-dessus 
caracterisee en ce que R represente -C(0)R' et de preference R' represente un radical 
alkyle. 
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De maniere tres preferentielle, le compose (I) est caracterise en ce que R represente 
-C(0)-CH3. Ce dernier compose sera appele par la suite compose (1). 

Les composes tel que dermis ci-dessus, sont de nouveaux agents protecteurs combinant 
des effets antioxydants et anti-calpaines et d6crits dans la demande WO 01/32654. 

5 La presente invention a done pour objet egalement une utilisation d'un compose de 
formule (I) telle definie ci-dessus, en pr£- ou post-traitement par rappon a I'origine de la 
perte d'audition. 

La presente invention a pour objet egalement une utilisation d'un compose de 
formule (I) telle definie ci-dessus, pour la preparation d'un medicament destine a 

10 pr6venir et/ou traiter la perte d'audition suite a F administration d ; un autre medicament. 
De preference, F autre medicament est un antibiotique tel que la gentarnicine, un 
anticancereux tel que le cisplatine, un agent anti-inflammatoire non steroi'dien tel que les 
derives de Facide salicylique ou Fibuprofene, un diuretique tel que la furosemide, un 
anti-ulcereux tel que la cim6tidine ou F omeprazole, un agent anticonvulsivam tel que la 

1 5 carbamazepine ou F acide valproique. De maniere tres preferentielle, 1 ' autre medicament 
est ia gentamicine. 

La presente invention a pour objet egalement une utilisation d'un compose de 
formule (I) telle que dSfinie ci-dessus, pour la preparation d'un medicament destine a 
prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite a la presbyacousie. 

20 La presente invention a pour objet egalement une utilisation d'un compose de 
formule (I) telle que definie ci-dessus, pour la preparation d'un medicament destine a 
prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite a un traumatisme acoustique. 

Les composes selon F invention pent etre utilises seuls ou en association avee au moins 
une autre substance a activite pharmaceutique et de preference une substance susceptible 
25 de prevenir et/ou traiter la perte d'audition ou bien de prevenir et/ou traiter toutes 
pathologies associees a la perte d'audition. 

Les composes peuvent etre ainsi assoctfs a des anti-oxydants, des inhibiteurs de 
calpaYnes tels que la leupeptine ou Neurodur, des vasodilatateurs peripheriques tel que 
FEGB761® des agonistes ou antagonistes du recepteur NMDA, des inhibiteurs 
30 peptidiques de c-Jun N-Terminal Kinase tel que D-JNK-1 . 

^invention a egalement pour objet 1'utilisation telle que definie ci-dessus, caracterisee 
en ce qu'il est associe a au moins une autre substance a activite pharmaceutique, et de 
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preference a une substance choisie parmi : des anti-oxydants, des inhibiteurs de 
calpames, des vasodilatateurs peripheriques, des agonistes ou antagonistes du recepteur 
N.MDA, des inhibiteurs peptidiques de c-Jun N-Terminal Kinase. 

Un compose de formule (I) et de preference le compose (1) tel que defini ci-dessus, peut 
etre administre a une dose comprise entre 50 a 500 pM en application iocaie. Dans le 
cas d'un traitement local intracochleaire, i] peut etre administre a une dose comprise 
entre 50 et 200 pM. Dans le cas d'un traitement local extracochleaue, if peut etre 
administre a une dose comprise entre 200 et 500 pM. Les substances qui leur sont 
eventuellement associees, connues en pharmacologic, sont administrees aux doses 
habituellement conseillees. 

Les composes tels que definis ci-dessus ainsi que les substances a activhe 
pharmaceutique qui leur sont eventuellement associees, peuvent etre administres par les 
voies classiques d'administration telle que orale, intraperitoneale, sou.s-cutanee. ou 
intraveineuse. Elles peuvent etre administrees simultanement ou separement, par des 
voies d'administration identiques ou differentes. De preference, le compose (I) tel que 
defini ci-dessus est administre localement par les techniques communement utilisees 
dans le traitement de I'oreille interne Idles que des microcatheters, des senngues pour 
injection transtympanique ou des tubes equipes de meche de r ype Siiveistein 
Microvvick™. 

Uinvention a 6galement poiu- objet un produit comprenant le derive heterocycliquc de 
formule (I) telle que defmie ci.dessus, sous forme de diastereoisomercs ou toutes 
combinaisons de ces formes, et au moins une substance a activite therapeutique, cn tant 
que produit de combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou etalee dans le 
temps pour prevenir et/ou trailer la perte d'audition. De preference, 1'invention a pour 
objet un produit tel que defini ci-dessus, pour prevenir et/ou traiter la perte d'audition, 
soit suite a Tadministration d'un medicament, soit suite a la presbyacousie, soil suite a 
un traumatisme acoustique. 

^invention a enfin pour objet, a litre de medicament, un produit tel que defini ci-dessus. 

Dans le cas de la perte d-audit.ion suite a l'administration d'un medicament, ce dernier est 
de preference un antibiotique, et de maniere preferentielle la gentamicine. 

Les substances a activite pharmaceutique qui lui sont eventuellement associees sont 
administrees par les voies d'administration habituellement envisages pour ces 
substances dans le domaine therapeutique considere. 
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Dans le cas de ia perte d'audition due a un traumatisme acoustique, I'administralion d'un 
compose (I) tel que defmi ci-dessus, peut etre effecluee quelques jours avant !e 
traumatisme acoustique de preference 2 a 3 jours avanx le traumatisme, et 24 lieures 
apres le traumatisme. De preference, cette administration est" eficctuee dans les 
5 7 premieres heures suivant le traumatisme. De preference egalement, ceite 
administration oeut etre effectuee dans les 2 hemes qui suivent le traumatisme. 

[.'invention a done pour objet ['utilisation decrite ci-dessus, caracterisee en ce que !e 
compose (1), sous forme de diastereoisomeres ou toutes combinaisons de ces formes, est 
administre dans les 7 heures et de preference dans l'heure suivant le traumatisme. 

10 Les resultats montrant PefficacitS therapeutique du compose (1) sur la recuperation 
fonctionnelle apres traumatisme acoustique sont presentes dans la partie sxperimentale. 

Les exemples suivants sont presentes pour illustrer les procedures ci-dessus et ne 
doivent en aucun cas etre consideres comme une limite a la portee de 1'invention. 

PARTIE EXPERIMENTALE : 

15 Etude pharmacologique 

II s'agit d'etudier chez le cochon d'inde., les effets protecteurs en pre et post traitement 
du compost (1), sur la protection des cellules cili6es de Loreille interne d'une part et la 
recuperation fonctionnelle auditive d 9 autre part, suite a uaie perte d'audition incluite par 
un trauma acoustique. Le compose (1) a ete administre par voie locale "intra et extra 
20 cochleaire" de maniere a se rapprocher de son utilisation en. clinique chirurgicale 
humaine. 

La recuperation fonctionnelle obtenue grace a ce nouvel agent protecteur est quantifie a 
■ Taide d'uii test fonctionnel qui est la niesure de Taudiogramme des animaux. Cet 
audiogramme est realise grace a Penregistrement de Taciivite du potentiel action 
25 composite du nerf auditif, Les audiogrammes sont enregistres avant et apres le 
traumatisme acoustique. Des analyses en microscopie electronique a balayagc 
completent ces donnees fonctionnelles par une etude des pertes cellulaires le long de la 
spirale cochleaire ainsi que Peffet protecteur du compose (1 ). 

Toutes les experiences sont realisees sur des cochons d'inde ; chaque experience est 
30 r6alisee selon un schema similaire. 

Le schema g6ii6ral d'une phase experimentale est le suivant : 
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- les animaux sont anesthesies grace a une injection intramusculaire d'un melange de 
Rompun®a 2% (3 mg/kg) + Zolutil® (40 mg/kg). Cette anesthesie presente l'avantage 
de se dissiper rapidement et petit etre maintemie plusieurs heures grace a I'injection 
reguliere (toutes les 2 heures) du tiers de la dose initiale. 

- la mise en place des electrodes et de la mini pompe selon la figure 1 ci~dessous 



r'-r v < - 



Electrode 
d'enreglstrement 



am/ v 



Mlnipompe osmotique}- 




1 — L 



Fig 1 



L'approche de la cochtee est realisee par un abord dorsal. Apres avoir rase et nettoye le 
scalp, une incision de 2 cm est effectuee derriere le pavilion de l'oreille. La parotide et 
les plans musculaires recouvrant la bulle tympanique sont reclines, Une fois seche et 
nettoye, l'os est perce au niveau de sa paroi superieure sous 1'emergence du nerf facial. 
L'electrode active (fil de platine de 0,13 mm de diametre, game de Teflon) est ensuite 
introduite dans la bulle et mise au contact de la membrane de la fenetre ronde sous 
controle d'un microscope operatoire (WILD M650). Apres enregistr&ment des seuils 
audio metriqnes, un petit trou de 0,2 mm de diametre est fraise manuellement dans le 
tour basal de la rampe tympanique juste au dessous la fenetre ronde. 

Une pipette de verre (0,1 mm de diametre a la pointe), connects a la micro pompe par 
un catheter, est inseree dans la cochlee a l'aide d'un deuxieme micromanipulateur. La 
bulle tympanique, incluant l'electrode d'enregistrement et la pipette de perfusion, est 
refermee avec de la resine dentaire. 



La micro pompe est glissee sous la peau de I'animal, les plans musculaires ei cutan£s 
sont badigeonnes de betadine, sutures avec du fil resorbable et reconverts avec une 
solution antibiotique (Rifocine 5P100®). 

Une seconde incision d'environ 1,5 cm est ensuite effectuee sur le vertex en vue de fixer 
un connecteur (connectral, ref. : 8/45-05.050.000) sur le crane de I'animal. Apres avoir 
grand le perioste de l'os, cette zone est soigneusement sechee, badigeonnee de nitrate 
d'argent puis recouverte d'un film de cyanolite. 
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Les electrodes (active et de reference), sont glissees sous la pean jusqu'au connecteur sur 
lequel el les sont soudees. Le connecteur est alors fixe sur le crane avec de la resinc 
dentaire. 

Techniques de stimulations : 

5 Les stimulations sonores seront produites grace a deux syntheiiseurs Hewlett-Packard 
(HP 3314 A et HP 8904 A) et d61ivrees en champ libre par l'intennediaire d'un haut 
parleur (JBL 075) place a 10 cm de l'oreille. La calibration du systemc acoustique est 
realisee dans une oreille artificielle en utilisant un microphone de i/2 pouce (type 4134, 
Bruel et Kjaer) et un amplificateur de mesure (type 2606) permettant de lire directemenl 
10 le niveau sonore en decibel SPL (dB SPL, reference : 2.10-5 Pa). Afin de visualiser les 
sighaux acoustiques, la sortie de Tamplificateur de mesure est connectee a un 
oscilloscope. Les animaux sont exposes a un son de 6 kHz, a 120 dB SPL durant 
30 minutes. 

Techniques d'enregistremeni : 

15 Les potentiels cochleaires enregistres a partir de l'electrode implaaitee dans la cochlee 
via le connecteur fixe sur la tete de Tanimal sont amplifies (gain 1000) et filtres (32 Hz - 
3200 Hz) a l'aide d'un preamplificateur et d'un amplificateur differentiel de type 
GRASS P 511 K. La trace directe est visualisee sur un oscilloscope (Tektronix 
type 513). Ce signal est moyenne (256 passages) pour reduire le bruit de fond, et stockc 

20 sur un ordinateur PC 486 ; 66 megahertz (Hewlett-Packard-Vectra 05/65). Le criterc de 
seuil est defini comme etant la valeur en dB SPL necessaire pour evoquer une reponse 
mesurablc (> 2\xW), Deux electrodes placees au contact de la cochlee (fenetre ronde) 
permettent d'enregistrer les potentiels cochl6aires et de realiser les audiogrammes pour 
chaque oreille. Les seuils audio metriques sont enregistres 20 minutes apres le 

25 ti aumatisme sonore et quotidiennement durant un mois. 

Phase 1 : Demonstration de Peffet protcctexir du compose (1), administrc cn 
pre-traiterxient, vis a vis de la perte d'audition et la pci^te cellulaire le long 
de la spirale cochleaire induite par le traumatisme 

Protocole - Phase 1 : pre administration du compose (I ) 

30 Une mini pompe osmotique, placee sous la peau, delivre le compose (1). 

Dans la cochlee via un catheter (perfusion intra cochleaire), deux jours apres 
Timplantation de la mini pompe, les animaux subissent le traumatisme sonore. 
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Cette experience est menee sur 7 animaux puis 30 animaux pour la dose reponse. 

Le compose (1) est applique directement dans la cochlee (perfusion intra cochleaire) via 
une mini pompe osmotique (debit de 1 ul/h, volume de 200 uL duree de diffusion 
7 jours) implantee a demeure dans la cochlee 2 jours avant le traumatisms Certe 
technique permet de determiner l'effet protecteur du compose (1), a la dose de ]00 uM, 
vis-a-vis des pertes cellulaires le long de la spirale de la cochlee induite oar le' 
traumatisme ainsi que la recuperation fonctionnelle de 1'audition. Puis un effet dose du 
produit permet de determiner la dose efficace permeltant de preserver 50 % I 'audition. 

^ 

Resultats phase 1 



Le compose (1) a la concentration de 100 yiM. 
Test fonctionnel ; audiogranime 

Cinq jours apres un traumatisme de 120 db d'une duree de 30 min, la rnesure des 
audiogrammes permettent de demontrer Pefficacite du compost (1) ; ce produit permet 
de recuperer 100 % de 1'audition (figure 2) lorsqu'il est perfuse a 100 uM, 2 jours avant 
ce traumatisme. 

Compose (1) 100uM '■' 
Contralaierale 





20 


CD 


0 ■ 




■ a 
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* ■ — »■ 


-20 • 


XJ 




CO 


-40 ■ 








-60 • 


CO 




a. 


-80 • 




1 




Trauma, 120 dB, 30 inin 



10 

Frequence (kHz) 



Jour 5 



— f 

30 



Figure. 2 : Audiogrammes effectues sur hs 7 animaux, 5 jours apres un trauma 
sonore de 120 db dune duree de 30 minutes. 
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Etude morphologique : Histologic des cellules le long de la spirale de la coehlee 



10 



A la fin de revaluation electrophysiologique (audiogramme), 30 jours apres le trauma 
acoustique, les cochlees des animaux sont prelevees, et preparees pour la microseopie 
electronique. 

Les pertes cellulaires sont determinees grace a un comptage des touffes ciliaires au 
microscope a balayage. Des donnees qualitatives sont recherchees en procedam a des 
obsei-vations forts grossissements de la surface des organes de Corti. 

Apres un traumatisme de 120 db d'une duree de 30 min, les cellules ciliees internes sont 
detruites ainsi qu'une partie des trois rangees des cellules cilices exiernes. L'histologie 
de ces cellules permet de d6montrer Pefficacite. du compose (1). Ce produit permet de 
proteger 100% des cellules ciliees internes et une grande partie des cellules ciliees 
externes (Figure 3) lorsqu'il est perfuse a 100 uM T 2 jours avant ce traumatisme. 





Figure. 3 : Donnees histologiques, obtenues 30 jours apres le trauma, 
1 5 effectives sur les animaux ayant subit. un trauma sonore de 120 db d'une 

duree de 30 minutes. 

Photo A : trauma acoustique ; Photo B : compose (1) + trauma acoustique 
I = cellules cilices internes ; O = cellules ciliees externes 
Courbe dose-reponse du compose (1) 

20 L'effet protecteur du compose (1) a t\i 6valu6 en faisant varier la dose afin de definir un 
ED 50 - Huit groupes de 5 animaux dont ceux recevanl de ta perilymphe artificielle seule, 
et ceux recevant 1,3, 10, 33 ? 100 uM du compose (1), soit 30 animaux sont utilises. 



Cinq jours apres un traumatisme de 120 db d'une duree de 30 min, la mesure des 
audiogrammes perraettent de detei'miner la dose efficace du compose (1) (DE-jo^ 
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3.61 \iM) permettant de recuperer 50% de l'audition perdue apres le traumatisme 
(figure 4). 



o 
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Phase 2 : 



Figure.4 : Audiogrammes effectues sur les animaux, 5 jours apres un trauma 
sonore de 120 db dune duree de 30 minutes. Effet dose du compose flj, 
determination de la DE50. 

• 

demonstration de 1'effet protecteur du compos6 (1), administre par 
perfusion extra cochleaire en post traitement, vis a vis de la perte 
cellulaire le long de la spirale cochleaire et de la perte d'audition . 
Determination du temps auquel apr£s un traumatisme, le compose (1) 
permet de recuperer 50 % de l'audition. 

Post administration du compose tl): 

Des etudes preliminaires pnt montre que la cochleostomie effectuee apres 1'exposition 
aggravait les effets traumatiques du son. Ce faisant, les animaux implantes apres le 
traumatisme recuperaient moins bien que les animaux non-implantes. Pour eliminer le 
traumatisme H6 a la cochleostomie, nous avons mis au point uue methode non 
traumatique en appliquant le compose directement sur la fenetre ronde (exiracochleaire). 

Une mini pompe osmotique, est implantee sous la peau et delivre le compose (1) dans la 
cochlee via un catheter (perfusion extra cochleaire), 30 minutes ou 1, 3, 6, 12, ou 
24 heures apr6s le traumatisme sonore subit par les animaux. 



Cette experience est menee sur 30 animaux. 
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Le compose (1) est applique 48 heures avant ou 1,3, 6, 12, ou 24 hemes apres le 
traumatisme dans Poreille moyenne (perfusion extra cochleaire) via une mini pompe 
osmotique (d6bil de 1 p,l/h, volume de 200 pi, duree de diffusion 7 jours). Cette mini 
pompe est implantee a demeure dans l'oreiile moyenne ex diffuse le produit directement 
5 sur la fenetre ronde. 

Ces experiences permettent de determiner la fenetre therapeutique dn compose (1) (FT), 
c'est-a-dire le temps maximum auquel le compose (1) peut etre doime apres un 
traumatisme tout en montrant un effet protecteur. Le temps efficace permettant de 
recuperer 50% de 1'audition perdue apres le traumatisme (TE 50 ) est egalemenl 
10 determine. Cette technique permet egalement de determiner un mois apres le trauma 
acoustique, l 5 effet protecteur du compose (1), a la dose de 300 ^iM, vis-a-vis des penes 
cellulaires le long de la spirale de la cochlee induite par le traumatisme. 

Resultats phase 2 

Compose (1) a la concentration de 300 pM. 
15 Test fonctionnel : audiogramnic 

Une heure apres le traumatisme, le compose (1) preserve 90 % de Paudition. Le temps 
auquel Pon peut dormer le compose (1) apres le traumatisme tout en preservant 50 % de 
Paudition est determine comme entre 6 a 7 heures. La fenette therapeutique du 
compose (1) est de 24 heures apr&s un traumatisme acoustique del20 db d'une duree de 
20 30 minutes. C'est-a-dire que le compose (1) dans de ce modele est actif dans les 
premieres 24 heures aprds le trauma acoustique (cf. Figure 5). 



ie» uepox 



c: 
o 



<0 
a- 

OL 
O 

a: 



100 

80 ] 
60 
40 - 
20 - 
0 - 



-20 J r 



lOkHz-jour 10 



Temps (h) 



10 



Fig ure. 5 : Avdiogrammes effectues sar les animaitx, JO jours apres 'un trauma 
sonore de 120 db d'une duree de 30 minutes. Effet temps- du compose (1) 
adminisfre par perfusion extra cochleaire directement sur la fenetre ronde soil en 
pre iraitement (48h avant le trauma acoustique) soit en post traitement (soit 1 ou 
3 h ou 6 h ov 12 h ou 24 h apres le trauma acoustique), determination de la DE 50 . 

Etude morphologique : histologic des cellules le long de la spirale ric la cochlee un 
mois apres le traumatisme acoustique 

La perfusion extra cochleaire de 300 uM de compose (1) demarree six heures apres le 
trauma acoustique protege encore une grande partie des cellules eiliees un mois apres le 
trauma acoustique. En effet seulement 32 % des cellules eiliees internes et 1 8 % des 
cellules eiliees externes sont absentes dans la zone 16see par le trauma acoustique 
compare au cote contra lateral expose au bruit mais non traite par le compose (1) ou 
86 % des cellules eiliees internes et 62 % des cellules eiliees externes sont absentes dans 
la zone Ies6e par le trauma acoustique. 
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REVENDICATIONS 



1. Utilisation d\m derive heterocyclique repondant a la formule 




(I) 



sous forme de diast6r£oisomeves ou toutes combinaisons de ces formes, 

5 dans laquelle R represente Tatome d'hydrogene, un radical (Ci-C<;)alkyle, arylalkyle, ou 
-C(0)R' dans lequel R" represente un radical heterocycloalkyle, alkyle, aryle ou 
aralkyle ; 

les radicaux alkyle, aryle ou heterocycloalkyle etant eventuellernent substitutes par 
un ou plusieurs substituants identiques ou differents choisis parmi . alkyle, 
10 hydroxy, (CrC 6 )alkoxy, nitro, cyano, halogene ou ~NRjR 2 : 

R, et R 2 represented, independamment un atome d'hydrogene ou un radical 
alkyle, ou bien R| et R 2 forment ensemble avec l'atome d'azote auquel ils son! 
rattaches un heterocycle eventuellement substitue, 

• pour la preparation d'un medicament deslind k prevenir et/ou trailer la perte d'audition. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que R represente -C(0)R\ 

3. Utilisation selon la revendication 2, caracterisee en ce que R' represente un radical 
alkyle. 

4. Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce R represente -C(0)-CH 3 . 

5. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
20 derive (I) est administre en pre-traitement. 

6. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que le derive (1) est 
administre en posl-trailement. 



15 
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REVENDj C ATI QNS 



1. Utilisation d'un derive heterocyclique repondant a la formule 




(I) 

sous forme de diastereoisomferes ou toutes combinaisons de ces formes, 

dans laquelle R represente l'atome d'hydiogtae, un radical (C,-C 6 )a!kyle, arylalkyle, 
-C(0)R* dans lequel R' represente un radical heterocycloalkyle, alkyle/ aryl 
aralkyle ; " : 



ou 



e ou 



les radicaux alkyle, aryle ou heterocycloalkyle etant eventuellement subslitues par 
un ou plusieurs substituants identiques ou differents choisis parmi : alkyle! 
hydroxy, (C r C 6 )alkoxy, nitro, cyano, halogene ou ~-NRiR 2 ; 

Ri et R 2 represented, independamment, un atome d'hydrogene ou «n radical 
alkyle, ou bien R, et R 2 forment ensemble avec l'atome d'azote auquel lis sont 
rattaches un heterocycle eventuellement substitue, 

pour la preparation d'un medicament destine a prevenir et/ou baiter la perte d'audition. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caract6risee en ce que R represente -C(0)R'. 

3. Utilisation selon la revendication 2, caracterisee en ce que R' represente un radical 
alkyle. 

4. Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce R represente -C(0)-CH 3 . 



5. Utilisation selon l'une des revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
derive (I) est administre en pre-traitement. 

6. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que le derive (J) est 
administre en post-traitement. 
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7. Utilisation selon Tune des revendications precedcntes, pour la preparation d'un 
medicament destine a prevenir et/ou trailer la perte d'audition suite a Fadministration 
d'un medicament. 

8. Utilisation selon la revendication 7, suite a l'administration d'un autre medicament 
choisi parmi les antibiotiques, les anticancereux, les agents anti-inflamuiatoires non 
steroidiens, les diuretiques, les anti-ulcereux, les agents anticonvulsivants. 

9. Utilisation selon la revendication 8, suite a V administration d'un antibiotique. 

10. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en ce que 1' antibiotique est la 
gentamicine. 

1 1. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 6 ? pour la preparation d'un medicament 
destine & prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite a la presbyacousie. 

12. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 6, pour la preparation d'un medicament 
destine a prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite a un traumatisme acoustique. 

13. Utilisation selon la revendication 12, caracterisee en ce que le compose (I) est 
administre dans les 7 heures et de preference dans l'heure suivant le traumatisme 
acoustique. 

14. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
compose (I) est associe a au moins une autre substance a activite phamiaceutique. 

15. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
compose (I) est associe & au moins une autre substance a activite pharmaceutique 
susceptible de prevenir et/ou traiter la perte d'audition ou bien de prevenir et/ou traiter 
toutes pathologies associees a la perte d'audition. 

16. Utilisation selon Tune des revendications 14 a 15, caracterisee en ce que r autre 
substance a activite pharmaceutique est choisie parmi : des anti-oxydams, des 
inhibiteurs de calpaines, des vasodilatateurs p^riphdriques, des agonistes ou antagonistes 
du recepteur NMD A et des inhibiteurs peptidiques de c-Jun N-Terminal Kinase. 

17. Produit comprenant un derive heterocyclique de formule (I) telle que detlnie a 1'une 
des revendications 1 a 4, et au moins une substance a activite therapeutique, en tant que 
produit de combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou etalee dans le temps 
pour prevenir et/bu traiter la perte d'audition. 
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7. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, pour la preparation d'un 
medicament destin£ a prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite a V administration 
d'un medicament. 

3. Utilisation selon la revendication 7, suite a l 5 administration d'un autre medicament 
5 choisi parmi les antibiotiques, les anticancereux, les agents anti-inflammatoires non 
steroi'diens, les diuretiques, les anti-ulc6reux, les agents anticonvulsivants. 

9. Utilisation selon la revendication 8, suite a 1' administration d'un antibiotique. 

10. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en ce que T antibiotique est la 
gentamicine. 

10 11. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 6, pour la preparation d'un medicament 
destine a prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite a la presbyacousie. 

" 12. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 6, pour la preparation d'un medicament 
destine a prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite a un traumatisme acoustique. 

13. Utilisation selon la revendication 12, caracterisee en ce que le compose (1) est 
15 administre dans les 7 heures et de preference dans 1'heure suivant !e rraubavisme 

acoustique. 

14. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
compose (I) est associe a au moins une autre substance a activite pharmaceutique. 

15. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
20 compose (I) est associe a au moins une autre substance a activite pharmaceutique 

susceptible de prevenir et/ou traiter la perte d'audition ou bien de prevenir et/ou traiter 
toutes pathologies associees a la perte d'audition, pour la preparation d'un medicament 
destine a prevenir et/ou traiter la perte d'audition. 

16. Utilisation selon l'une des revendications 14 a 15, caracteris6e en ce que r autre 
25 substance k activity pharmaceutique est choisie parmi : des anli-oxydants, des 

inhibiteurs de calpaines, des vasodilatateurs peripheriques, des agonistes ou antagonistes 
du recepteur NMD A et des inhibiteurs peptidiques de c-Jun N-Terminal Kinase. 

17. Produit comprenant un derive heterocyclique de forrnule (I) telle que definie a Tune 
des revendications 1 a 4, et au moins une substance a activite therapeutique, en tant que 

30 produit de combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou etalee dans le temps 
pour prevenir et/ou traiter la perte d'audition. 
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18. Produit selon la revendication 17, pour prevenir et/ou trailer la perte d'audition suite 
a 1'administration d'un medicament. 

19. Produit selon la revendication 18, pour prevenir et/ou trailer la perte d'audition suite 
a 1'administration d'un antibiotique, el de preference la gentamicine. 

20. Produit selon la revendication 17, pour prevenir et/ou trailer la perte d'audition suite 
a la presbyacousie. 

21. Produit selon la revendication 17, pour prevenir et/ou trailer la perte d'audition suite 
a un traumatisme acoustique. 

22. A titre de medicament, un produit tel que defini a Tune des revendications 17 a 21 . 
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18. Produit selon la revendication 17, pour prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite 
a 1 'administration d'un medicament. 

19. Produit selon la revendication 18, pour prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite 
a 1 'administration d'un antibiotique, et de pref6rence la gentamicine. 

5 20. Produit selon la revendication 17, pour pr6venir et/o\i traiter la perte d'audition suite 
a la presbyacousie. 

21. Produit selon la revendication 17, pour prevenir et/ou traiter la perte d' audition suite 
a un traumatisme acoustique. 

22. Utilisation d'un produit tel que defini a l'une des revindications 17 a 2i ; pour la 
10 preparation d'un medicament. 
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